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RESUMO

Martins, Armando Carvalho de O. — Avaliacao do processo oxidativo avancado
UV/H,O. na degradacao da carbamazepina, ensaios de degradabilidade e
toxicologia. Campinas: Faculdade de Engenharia Civil, Arquitetura e Urbanismo —
UNICAMP, 2009. 101 p. Dissertacdo (mestrado).

O efeito da poluicdo é resultado inerente da ocupacdo humana com grande
impacto ao ambiente. Um problema atual é a contaminagdo dos corpos d’agua com
produtos de origem industrial, agricola e produtos de origem farmacolégica e de
cuidado pessoal. Os farmacos sao considerados contaminantes ambientais devido a
estas moléculas serem biologicamente ativas. Neste trabalho foi estudada a
biodegradabilidade direta da carbamazepina, sua degradacao por processo oxidativo
avancado e por processo oxidativo avangado seguido de respirometria. Foi utilizado
como metodologia a cromatografia em camada delgada, cromatografia liquida de alta
eficiéncia, analises toxicoldgicas, respirométricas, demanda quimica de oxigénio e
carbono organico total. A avaliagdo do potencial de biodegradacédo direta da
carbamazepina por microrganismos provenientes do lodo ativado e do solo nao
apresentaram resultados satisfatorios. A melhor concentracdo de carbamazepina a ser
utilizada no processo oxidativo, foi de 10 ppm. As analises de carbono organico total,
referente ao processo de oxidacdo em reator de ultravioleta com peroxido de
hidrogénio, realizadas apos o tratamento mostraram que a taxa de remocéao de carbono
da solucao foi de 1%. A analise da demanda quimica de oxigénio, realizada a partir das
amostras geradas do reator nos tempos de reagédo de 5, 15, 30, 45 e 60 minutos nao
apresentou qualquer mudanca significativa. Os ensaios de respirometria
(biodegradac&o) mostraram uma degradagao de aproximadamente 1% do composto
quimico para todos os tratamentos com ultravioleta com peréxido de hidrogénio
utilizados. Nos testes de biodegradabilidade os microrganismos n&o foram capazes de
utilizar o farmaco como fonte de carbono e energia mesmo apos o tratamento com
ultravioleta com perdxido de hidrogénio. A avaliagdo do desenvolvimento dos
microrganismos durante o ensaio de biodegradacdo apresenta decréscimo acentuado
do numero de microrganismos viaveis presentes tanto para o composto puro como
também para os ensaios realizados apds o tratamento com ultravioleta com peréxido de
hidrogénio. Os subprodutos gerados no processo oxidativo avangado apresentam
efeitos toxicos agudos para a Ceriodaphinia dubia e Vibrio fischeri nos ensaios
toxicologicos.

Palavras chave: Carbamazepina, processo oxidativo avangado, biodegradacéo,
tratamento de efluentes e UV/H205



ABSTRACT

Martins, Armando Carvalho de O. - Advanced oxidation process UV/H202
assesment in the degradation of carbamazepine, respirometry e toxicological
assays Campinas: Faculdade de Engenharia Civil, Arquitetura e Urbanismo -
UNICAMP, 2009. 101 p. Dissertacdo (mestrado).

Pollution is a direct result of human occupation. Since the big human
conglomerates appeared became clear its harmfulness to the environment. Today there
is a growing concern with water pollution by industrial, agricultural, pharmaceutical and
personal care products. Pharmaceutical and personal care products contaminates the
water in the domestic effluent, or in an inappropriate disposal of then in urban trash. The
pharmaceutical products are considered environmental contaminants because their
molecules are biologically actives. In this study the direct biodegradability of
carbamazepine, its degradation by advanced oxidation process and advanced oxidation
process followed by respirometry were evaluated. The total organic carbon, chemical
oxygen demand, thin layer chromatography, high pressure liquid chromatography and
respirometry were utilized to obtain the results of this work. The biodegradability results
by microorganisms in soil and silt were not satisfying. An optimal concentration of
10ppm of carbamazepina was used in the advanced oxidation process. The total
organic carbon results of the advanced oxidation process in UV/H>O, reactor after the
treatment revealed a removal rate of 1%. The respirometry assays showed less than
1% degradation of the chemical compound for all UV/H;O, treatment. The results
indicate that the microorganisms were not able to use the pharmaceutical product as a
carbon and energy source even after UV/H>O; treatment. The evaluation of microscopic
development during the biodegradation assays revealed a drastic fall in the number of
viable microorganisms presents in the pure compound as well as after the advanced
oxidation process. The toxicological assays showed that the advanced oxidation
process generated sub products and have acute toxicological effects for Ceriodaphinia
dubia and Vibrio fischeri.

Key words: Carbamazepine, advanced oxidation processes, biodegradation, sewage
treatment processes and UV/H202.
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1 Introducao

7

O efeito da poluicdo € resultado inerente da ocupacdo humana e desde o
aparecimento de grandes conglomerados tem-se mostrado como uma mazela de
grandes proporcdes para o ambiente natural. Um grande problema atual é a
contaminagao dos corpos d’agua com produtos de origem industrial, agricola e produtos
de origem farmacoldgica e de cuidado pessoal. O grande desafio hoje para as estacoes
de tratamento de agua (abastecimento e residuaria) vem do monitoramento da
presenca destas substancias em concentracées reduzidas na faixa de micro grama e
nano grama por litro. Sendo que, hoje inexistem alternativas para a eliminagcao destes
compostos nas atuais estacdes de tratamento, e uma atual preocupacdo advém da
necessidade de reciclagem da agua para o abastecimento basico da populacdo em
grandes centros urbanos como, por exemplo, o Estado de Sao Paulo.

Destaque pode ser dado para o grupo de produtos farmacolégicos e de uso
pessoal, onde centenas de novas substancias sdo langadas a cada ano no ambiente
aquatico na forma de efluente doméstico, ou disposi¢cées indevidas destes produtos
juntamente com o lixo doméstico. Os farmacos sdo considerados contaminantes
ambientais devido a estas moléculas serem biologicamente ativas. Além disso, devido a
grande maioria dos farmacos possui caracteristicas lipofilicas e freqientemente
apresentam baixa biodegrabilidade no ambiente. Estas propriedades intrinsecas
apresentam um grande potencial para bioacumulagcédo e persisténcia. No mundo todo
tem sido reportado a ocorréncia de farmacos como antibidticos, hormdnios,

anestésicos, antilipémicos, depressivos, antiinflamatérios dentre outros, em esgotos
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domésticos, em aguas superficiais e sedimentos. A grande preocupacao da presenca
destes farmacos residuais na dgua sao os potenciais efeitos adversos para a saude
humana, animal e de organismos aquaticos, como os peixes. Estudos ecotoxicol6gicos
feitos por Fent et. al. (2006) demonstram que estes efeitos podem ser detectados em
qualquer nivel da hierarquia biolégica: célula, 6rgaos, organismos, populacdes e

ecossistemas.

Nesse estudo dar-se-4 énfase a carbamazepina, composto utilizado no
tratamento da epilepsia, depressdo e também neuralgias do nervo trigémeo. Este
farmaco apés ingestdo é predominantemente metabolizado no figado em 10,11 — epoxi
carbamazepina e outros derivados e eliminados através de urina e fezes. Uma vez no
ambiente, esta molécula apresenta uma meia vida de aproximadamente 80 dias
(VOGNA et. al. 2004), com baixa ou nenhuma remocado nos atuais sistemas de
tratamento. Essas caracteristicas qualificam a carbamazepina como um fator de risco
potencial tanto para a saude humana como para animais de vida aquatica. No presente
trabalho visa-se a estudar o processo de biodegradacao da Carbamazepina, por meio
de ensaios respirométricos e avaliar o efeito toxicolégico crénico desta substancia em

organismos testes.
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2 Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar o processo oxidativo avancado (UV/H>O2) na oxidacao da carbamazepina
e estudar sua biodegradabilidade por método respirométrico e ensaios toxicoldgicos.

2.1.1 Objetivos especificos

e Averiguar as principais caracteristicas do composto estudado;

e Realizar ensaios de biodegradabilidade da carbamazepina composto puro e
oriundo do POA por método respirométrico e acompanhamento dos
microrganismos por plagueamento (pour plate);

e Avaliar o processo de oxidacao (POA) da carbamazepina por cromatografia de
camada delgada (CCD), demanda quimica de oxigénio (DQO) e carbono
organico total (COT)

e Avaliar o processo de biodegradacdao da carbamazepina por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE);
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e Analisar por ensaios toxicolégicos a partir dos ensaios respirométricos, antes
apos o processo oxidativo avancado UV/H2O,, a toxicidade das amostras

geradas.

22



3 Revisao Bibliografica

Neste capitulo teve-se como objetivo descrever de forma sucinta a ocorréncia de
farmacos no ambiente, mais especificamente a carbamazepina, quais os impactos mais
significativos e como os tratamentos tradicionais colaboram para sua remocéo.

3.1 Farmacos residuais no ambiente

Farmacos sdo micropoluentes que tém hoje presenca constante em matrizes
ambientais, como solo e agua. Se somadas a quantidade das variedades de drogas de
uso na saude humana, animal e produtos para o cuidado pessoal existentes, torna-se
evidente a sua perene deposicao ambiental. Ciéncias como farmacodindmica e
farmacocinética associadas a ecotoxicologia apresentam resultados preocupantes do
risco potencial dos farmacos e suas formulagbes e dissociacbes aos sistemas
ambientais (SANDERSON et al., 2004).

As rotas de exposicao de produtos farmacéuticos no ambiente sdo diferentes
quando comparados os produtos de uso veterinario aos de uso humano (Figura 1). A
extensao dos impactos também aparece de maneira diferenciada entre os dois casos.

No entanto o final apresenta o mesmo caminho, o ambiente aquatico.
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Essa contaminagcdo € carreada por corpos d’agua, impactando aguas
superficiais, subterraneas e o solo. O impacto gerado de cada tipo de produto
farmacéutico tem caracteristicas préprias normalmente ligadas ao seu principio ativo,

funcao para que sao desenvolvidos, como também por suas caracteristicas quimicas.

EXPOSICAO
Compostos
| Farmaceuticos

Compostos Compostos

Meédicos Médicos

Humanos Veterinarios

Di r.mj Excregiio da Fazenda P de i Ti
'SPOS'@O bt de usados na criagio Jterapeutico de criaglio
mgooo dom&suoo com fezes ou urina’ peixes T 1n0S campos
de animais, ex: aves

DESCARTE

Estacdo
de Tratamento.

/ de Esgoto

[ odo dispersado|] | Efluente . Aguas
) Campog—Pc e
nos Campos Tratado PUDlRNeas
Ambiente Dejetos
S dispersados
Aquatico 1nos campos
EFEITOS l /\
Efeitos nos Efeitos Efeito nos
organismos . hos, beneficios
aquaticos microrganismos (adubo)

Figura 1 Rotas de produtos farmacéuticos humanos e veterinarios ao ambiente. Fonte:
Halling-Sorensen et. al. (1998), Adaptado por Ponezi, (2006)
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Alguns produtos farmacéuticos sao projetados para atingir 6rgdos ou rotas
metabdlicas e moleculares especificas, tanto nos humanos como em animais, 0 que
lhes conferem freqientemente também efeitos colaterais importantes. Quando
introduzidos no ambiente, esses produtos, veterinarios ou humanos, podem afetar os
animais pelas mesmas rotas e atingir érgaos, tecidos, células ou biomoléculas com

fungcbes semelhantes a dos humanos (FENT et al. 2006).

E importante reconhecer que para muitos produtos farmacéuticos desenvolvidos
para uso humano, o efeito especifico ou 0 modo de acdo ndo sdao muito bem
conhecidos e que para outros organismos, ndo humanos, podem agir de modo diferente
e adverso. Os ensaios ecotoxicoldgicos realizados hoje em dia foram desenvolvidos
com sistema teste estabelecido com microrganismos tradicionais que objetivam a
determinacdo da mortalidade. Entretanto estes testes deveriam ser realizados
objetivando o efeito do farmaco em organismos vertebrados e invertebrados baseados
na hipétese de semelhanca no modo de acao (FENT et al.,2006), que poderia ajudar na
formagcao de conceitos para comparagao destes testes com possiveis impactos para o

ser humano.

A grande maioria dos farmacos é excretada através das fezes e urina como uma
mistura de metabdlitos e compostos nédo transformados (JONES et. al, 2001;
SANDERSON et. al. 2004). Um grande problema encontrado é a taxa de reposi¢ao
continuada desses compostos, os quais potencialmente sustentam a exposicao crénica
nos organismos aquaticos (DAUGHTON e TERNES, 1999; SANDERSON et al. 2004).

O efeito da toxicidade de algumas dessas substancias pode ser observado na Tabela 1.
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Tabela 1 Efeitos toxicos de farmacos em organismos aquaticos.

Composto Uso Organismo Toxicidade Ensaio Referéncia
terapéutico teste
Clorofibrato | Antilipémico Alga EC10 = 5,4 mg/L Inibidor de Kopf (1995)
EC50 = 12 mg/L crescimento
Diazepan | Psicofarmaco | D. magna | DL50 = 13,9 mg/L Lilius et al.
DL50 = 4,3mg/L | Reprodugéo (1995)
Calleja et. al.
(1993)
Etinilestradiol| Horménio Alga EC10 = 0,054 mg/L Kopf (1995)
EC50 = 0,84 mg/L | Reprodugéo
Ibuprofen Analgésico | Trichphyton | MIC =5-10 g/ml MIC pH 5 Sanyal et al.
rubrum (1993)
Metronidazol | Antibiético | Chlorella sp.| EC10 = 2,03 mg/L Leff et
(72 horas) Resisténcia al.(1993)
Ivermectin Vermifogo D. magna | DL50 = 0,025 ppb Halley et al.
CENO = 0,01 ppb | Reprodugéo (1989)
(48 horas)
Estrogénio horménio Alfafa 0,02-2nmol/L Crescimento | Shore et al.
200-2000nmol/L. (1992)

Fonte: Halling-Sorensen (1998).

3.2 Impactos na saude humana

Devido a presenca de residuo de farmacos na agua potavel, o efeito dos
farmacos na saude humana deve ser analisado de maneira ordenada e qualitativa,

levando em consideragao as preocupacoes especiais e as necessidades da sociedade.

Classico exemplo é o uso de antibiéticos, grande preocupagao dos especialistas,
devido a estes ocasionarem o desenvolvimento de resisténcia em populacdes
bacterianas. O aumento do uso e de tipos de antibidticos durante as ultimas cinco
décadas resultou em uma selecdo genética de bactérias resistentes, com efeito, em
longo prazo e provavelmente irreversivel (SANDERSON et. al., 2004). Jorgensen e
Halling-Sorensen, (1998), comentam em seus estudos que o desenvolvimento de

resisténcia é favorecido através da exposicdo a baixas concentragdes deste composto.

Outro exemplo que requer preocupacao especial sdo os hormoénios sexuais que

podem atuar como disruptores enddcrinos em organismos nao-alvo a baixas
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concentracbes. Também requerem atencdo especial os antineoplasicos e
imunossupressores que sao utilizados em quimioterapia, os quais s&o conhecidos como
potentes agentes mutagénicos. Alguns aditivos utilizados em medicamentos como
parafinas, corantes, estabilizadores, e surfactantes séo reportados na literatura como
produtos extremamente téxicos (EC50 <0.1 mg/L"), assim, produtos formulados
deveriam reduzir o uso destes aditivos sem comprometer a eficacia do produto
(SANDERSON et al., 2004).

Farmacos menos especificos que atingem mecanismos basicos de funcdes
celulares podem ter seu efeito toxico aumentado devido a estas substancias atingirem
organismos nao-alvos pelos mesmos mecanismos basais (SEILER et al., 1999).

Novos farmacos possuem especificidades maiores ao receptor alvo sendo
maiores as chances de predizer o potencial de efeitos aos organismos n&o alvos e seus
modos estreitos de acdo (DAUGHTON, 2003).

Os impactos de substancias quimicas incluindo os farmacos podem ser
detectados qualquer nivel da hierarquia bioldgica; células, organismos, populagdes e
ecossistemas. Efeitos sutis podem ser selecdo genética, rompimento enddcrino,
genotoxicidade e subsequentemente alterar o comportamento metabdlico e fungdes da
espécie no ecossistema (JORGENSEN e HALLING-SORENSEN, 2000).

Como os individuos e ecossistemas s&o caracterizados através da histéria
genética, eco-organizagado, sucessado e evolugdo, podem ser parametros de dificil
andlise destas mudancas sutis em ecossistemas devido ao complicado inter-
relacionamento dos mesmos (SANDERSON et al., 2004).

A presente habilidade para distinguir normal/saudavel de anormal/doente em
sistemas complexos, é muito relativa, devido a falta de sistemas comparativos e de
como estes sdo afetados. Por exemplo, misturas de farmacos com agrotoxicos podem

obscurecer a elucidacéo de efeitos sutis no ambiente. O poder de recuperagédo de um
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ecossistema pode devolver a este um estado fixo dindmico (regime) depois de uma
perturbacdo, mas o estado para o qual este é revertido pode ser diferente, se uma
mudanca descontinua é efetuada (DAUGHTON, 2003).

Sinais biol6gicos sutis e/ou efeito cascata dos farmacos (concentracdes
extremamente baixas) no ambiente podem ser estudados em experiéncias de
microcosmo (JORGENSEN e HALLING-SORENSEN, 2000; SANDERSON et al., 2003;
CLASSIC, 2002). Porém, na analise estatistica e interpretacdo dos resultados deve-se
informar a precisdo do teste, e também o tempo de recuperacdo do ambiente.
Recuperacdo neste contexto significa retorno a um estado natural ndo perturbado
(SANDERSON, 2003).

WEBB et. al. (2003) relatam que a persisténcia destas substancias representa
um fator de risco potencial nas reservas de agua de consumo humano. Apesar de 0s
autores comentarem uma preocupacao potencial do risco de contaminagdo com as
reservas de agua de sua origem, esta se torna verdadeira no Brasil onde atualmente
nos grandes centros urbanos a pratica de reuso de agua é fato consumado. Um maior
agravante € que em muitos casos ha auséncia de estagdes de tratamento de efluentes
em uma grande maioria de municipios. Na Tabela 2 apresenta-se a concentragao de

alguns farmacos detectados em aguas de abastecimento de diversos paises.

Como pode ser observado na Tabela 2, existe uma grande variedade de
compostos farmacéuticos em diferentes concentracdes presentes em aguas de
abastecimento o que potencializa os possiveis efeitos na saude humana e de animais
aquaticos. Um outro problema encontrado foi a interagcdo entre estes compostos
dificultando ainda mais possiveis solugdes desse problema (DOWNEY et. al. 2001).
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Tabela 2 Concentracao de alguns produtos farmacéuticos em agua de abastecimento

Produto farmacéutico Pais Concentracao maxima
detectada (ng/L)
Bezafibrato Alemanha 27
Bleomicina Inglaterra 13
Acido Clofibrico Alemanha 70
Acido Clofibrico Alemanha 165
Acido Clofibrico Alemanha 270
Acido Clofibrico Alemanha 170
Acido Clofibrico ltalia 5,3
Carbamazepina Canada 24
Carbamazepina EUA 258
Diazepam Inglaterra 10
Diazepam ltalia 23,5
Diclofenac Alemanha 6
Gemfibrozil Canada 70
Ibuprofen Alemanha 3
Fenazone Alemanha 250
Fenazone Alemanha 400
Propifenazone Alemanha 80
Propifenazone Alemanha 120
Tilosina ltalia 1,7

Fonte: Jones et. al. (2002)

3.3 Métodos analiticos utilizados na determinacao de farmacos

Para a determinagdo de farmacos, diferentes métodos analiticos sdo reportados na

literatura, os quais sao principalmente validos para matrizes biolégicas como sangue,
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tecido e urina, sendo que algumas modificacbes nestes métodos podem ser suficientes

para analises de amostras ambientais (BILA e DEZOTTI, 2003).

No entanto, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos mais sensiveis para a
deteccao de concentracdes na faixa de pg/L e ng/L para a analise destes compostos

residuais, em efluentes de ETE, ETA, em aguas de rios, de subsolos e agua potavel.

Em seu estudo, Ternes (2001) fez uma revisdo de varios métodos analiticos
utilizados na determinacdo de farmacos residuais, em diferentes matrizes aquosas
Tabela 3.

Tabela 3 Métodos utilizados na determinacdo de farmacos em ambientes aquaticos:
Método e Substancias Referéncia

Método Referéncia

CLAE/EM Acido salicilico, antiinflamatérios e antilipémicos
Acido clofibrico, antibiéticos, antilipémicos, antiinflamatérios, anticonvulsivantes

Antibidticos

CLAE/EM/EM Antibioticos

Analgésicos, B-blogueadores, antilipémicos, antibioticos
Antiinflamatorios, drogas psiquiatricas e antidiabéticas
B-bloqueadores, antibioticos

Antibidticos

CG/EM Analgésicos, antilipémicos e metabdlitos, antiinflamatérios.

Analgésicos, antipiréticos, antiinflamatérios, antilipémicos, anticonvulsivantes
drogas psiquiatricas

Estrogénios

Acido Clofibrico, antiinflamatérios, anticonvulsivantes

CG-EM/EM Antiinflamatérios, anticonvulsivantes, acido salicilico, acido clofibrico, antilipémicos.
B-bloqueadores, drogas psiquiatricas, estrogénios
Estrogénio

Fonte: TERNES, 2001
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3.4 A Carbamazepina

Desenvolvida na década de 60, a carbamazepina (C1sH12N20) atualmente é um
dos antiepiléticos mais empregados em tratamentos em todo mundo, dada sua
confiabilidade e previsibilidade, embora ainda nao se saibam os mecanismos de agéo
dessa droga (GOODMAN e GILMAN, 1990). Na Tabela 4 pode se observar o consumo
em alguns paises europeus.

Tabela 4 Consumo anual de diferentes classes de farmacos em diferentes paises da
UE. (t/ano)

Composto Alemanha | Austria | Dinamarca | Australia | Inglaterra | Italia | Suica
(2001) [ (1997) | (1997) (1998) (2000) | (2001) | (2004)

Analgésicos, antipiréticos e anti-inflamatérios

AAS 836.26 | 78.45 0.21 20.4 - - 43.80
As 71.67 9.57 - - - - 5.30
Paracetamol 621.65 | 35.08 0.24 295.9 390.9 95.20
Naproxen - 4.63 - 22.8 35.07 - 1.70
lbuprofen 344.89 6.7 0.03 14.2 162.2 1.9 25.00
Diclofenaco 85.80 6.14 - - 26.12 - 4.50
B - blogueadores

Atenolol - - - - 28.98 22.07 | 3.20
Metroprolol 92.97 2.44 - - - - 3.20
Antilipémicos

Genfibrazol - - - 20 - - 0.399
Benzafibrato - 4.47 - - - 7.60 | 0.757
Neuroativos

Carbamazepina| 87.60 6.33 - 9.97 40.35 - 4.40
Diazepam - - - 0.21 - - 0.051

Datas: representam o ano de amostragem. Fonte: FENT et al.,(2006)

A carbamazepina é comercializada no Brasil por varios fabricantes (Abbott,
Biosintética, SEM, Eurofarma, Germed- Sigma pharm, Medley, Neoquimica, Teuto,
Unidao quimica, Sanval, Cristalia, Cazi e Novartis), no entanto a formulagcdo comercial

mais conhecida é o Tegretol® (Novartis). A carbamazepina € vendida em farmacias
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e/ou drogarias em capsulas ou em suspensao, contendo de 20 a 30 comprimidos

variando de 200 a 400mg e suspensdo de 25 ppm respectivamente
(CONSULTAREMEDIQOS, 2008).

Este produto é um antiepilético, do grupo dos Iminostilbenos, usado no
tratamento de convulsdes, como também é usada sozinha ou combinada com sais de
litio no caso de depressao do transtorno bipolar e neuralgia do trigémio, (CARUSO et
al. 2002; VAN ROOYEN et. al. 2002; CLARA et al. 2004). A carbamazepina apresenta
estrutura quimica similar a dos antidepressivos triciclicos, como por exemplo, a
imipramina, nortriptilina, proptilina dentre outros (GOODMAN e GILMAN, 1990;
KUBOVA e MARES, 1993). A representacdo esquematica da molécula da
carbamazepina pode ser visualizada na Figura 2.

Figura 2 Representac&o esquematica da molécula da carbamazepina. Fonte: Toxnet
(2006) e (GOODMAN E GILMAN, 1990).

A carbamazepina possui tempo de meia vida no organismo humano variavel,
dependendo da dose e freqUéncia utilizada, decrescendo a absorcdo de 50 horas/200
mg para 28 horas quando utilizada terapia de 900 mg. Com o tempo, o figado acaba
por metabolizar a droga mais rapidamente o que leva ao aumento da dose terapéutica.
Esse drgado transforma a carbamazepina predominantemente em 10-11 epoxi

carbamazepina (GOODMAN E GILMAN, 1990).
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Esse efeito descrito acima ocorre durante longas terapias. Quando sua meia vida
no plasma sanguineo € de 10 a 20 horas, ocasionada pela indugdo da sintese de
enzimas, esse tempo pode ser mais longo em individuos que tomam uma unica dose
(GOODMAN E GILMAN, 1990). As principais propriedades fisico-quimicas da
carbamazepina podem ser consultadas na Tabela 5 .

Tabela 5 Propriedades fisico-quimicas da Carbamazepina

Propriedades fisico- Valor Unidade Temp (°C) Fonte
quimicas
Ponto de fusao 190,2 °C -
log P (octanol-agua) 2,45 - - DAL POZZO,A et al.
(1989)
Solubilidade em agua MEYLAN,W.M. et al.
17,7 mg/L 25 (1996)
Pressao de Vapor NEELY,W.B. &
1,84E-07 mmHg 25 BLAU,G.E. (1985)
Constante de Henry MEYLAN,W.M. &
1,08E-10 | Atm-m%mole 25 HOWARD,P.H.
(1991)
Constante de
frequencia atmosfera | 8,07E-11 | cm®moléculas/s 25 MEYLAN,W.M. &
OH HOWARD,P.H.
(1993)

Fonte: Toxnet (2006).

As concentragcdes terapéuticas registradas sdo de 6 a 8 ug/ml, contudo com
variagcOes consideraveis. Efeitos colaterais relacionados ao sistema nervoso central sdo
freqlientes em concentracdes de 8,5 a 10ug/ml (GOODMAN e GILMAN ., 1990).

De acordo com a bula do medicamento, a carbamazepina possui alguns efeitos

indesejados como: diploidia, visdo turva, sonoléncia, tonteira, nduseas, vémitos e
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ataxia. Efeitos colaterais mais severos também foram relatados como morte por anemia

aplastica e mazelas cardivasculares originadas por esse sal.

Foi constatada a ocorréncia de anomalias cognitivas, hepaticas no sistema
cardiovascular, urinario e neuronal, em filhos de maes que faziam tratamento
monoterapico com carbamazepina (MERLOB, 2002). O tempo de gestacdo é
normalmente encurtado também (MATALON et. al. 2002). A concentracdo de
carbamazepina no leite materno corresponde de 30 a 80% quando comparada a do
plasma sanguineo (MEYER et. al. 1988), visto que pode se acumular no tecido
(QSAR:s).

As interacbes com outros produtos farmacol6gicos se mostraram perigosas.
Downey et. al. (2001) descobriram uma interagcdo perigosa da carbamazepina com
drogas para hipertenséo, no caso em questao o antiepilético (carbamazepina) suprimia
a acao do antihipertensivo.

Em estudos toxicolégicos da carbamazepina mostraram que este composto é
considerado carcinogénico em ratos, mas nao apresenta atividade mutagénica em
células de mamiferos (FENT et. al. 2006).

Efeitos subletais ocorrem em Daphnia magna com uma concentracao de 92.000
ppm e letal no Danio rerio com 43.000 ppm (THAKER, 2005 e FENT et al. 2006).
Segundo Budavari (1996) a DL 50 (dose letal de 50% para roedores) é de 670 mg/kg.

Testes de toxicidade da carbamazepina denunciaram toxicidade crénica em C.
dubia [CENO (7 dias) = 25¢/L, no rotifero B. calyciflorus [CENO (2 dias) = 377¢g/L] e nos
primeiros estagios de vida do Danio nerio [CENO (10 dias) = 25 mg/L] (FERRARI et al.,
2003).

34



3.4.1 Carbamazepina nos sistemas de tratamento atuais

Uma vez administrados, os farmacos podem atingir o ambiente de forma variada,
tanto como metabdlitos ativos ou como compostos parcialmente metabolizados
(ZUCATTO et. al., 2005).

Na Tabela 6 apresenta-se a eficiéncia de remogao de farmacos em plantas de
tratamento de esgotos. Dada sua persisténcia no ambiente, pode até ser usada como
um parametro para deteccao de presenca humana pelo ambiente aquatico (CLARA et.
al. 2004).

De acordo com o trabalho de Clara et al. (2004), a carbamazepina apresenta
uma degradagao bastante lenta nos atuais sistemas de tratamento, independentemente
do tempo de retencao de sélidos. Heberer (2002) e Webb et al. (2003) relatam que a
persisténcia desta substancia representa um fator de risco potencial nas reservas de

agua de consumo humano.

3.4.2 Impactos da Carbamazepina

Os resultados coletados por Ferrari et.al.(2003) demonstram que dentre todos os
farmacos detectados na maior parte dos efluentes, a carbamazepina parece ser o
composto mais perigoso para o ecossistema aquatico. Entre todas as ferramentas para
a analise de risco para farmacos, estudos de efeitos crbnicos parecem ser os mais

adequados.

35



Tabela 6 Eficiéncia de remocado afluente e efluente de farmacos em plantas

tratamento de esgotos.

de

Composto Afluente | Efluente | Remocao Referéncia
(/) | (uglt) | (%)
Analgésico/antiinflamatério
AAS 3,2 0,6 81 Ternes et al. (1999)
AS 57 0,05 99 Metcalfe et al. (2003%)a
Diclofenaco 3,0 2,5 17 Heberer (2002)
Ibuprofen 38,7 4 >90 Buser et al. (1999)
B - bloqueadores
Metropolol n.r. n.r. 0-10 |Andreozzi et al. (2003a)c
Propanolol 70 304 0 Roberts and Thomas (2005)a
Atenolol n.r. n.r. <10 Andreozzi et al. (2003a)c
Antilipénicos
Benzafibrato 1,18 0,6-0,84| 27—-50 |Stumpf et al. (1999)b
Fenofibrato 0,44 0,22-0,4| 6-45 |Stumpf etal (1999)b
Acido clofibrico 1 0,68 — 15-34 | Stumpf et al. (1999)b
0,88
Compostos neuroativos
Carbamazepina n.r. n.r. 7-8 |Ternes (1998)
Diazepan 0,59- |0,1-0,66 93 Van Der Hoeven (2004)
1,18

n.r.: nao reportado. Fonte: FENT et al.(2006)

Segundo Sanderson et al.(2004) a

estabilidade no ambiente, com meia-vida média de 82 dias, mas esta atividade pode

carbamazepina apresenta grande

variar com fatores externos tais como: latitude, temperatura, insolagdao, quantidade de
acido humico, nitrato dentre outros, 0 que pode elevar sua meia-vida para 100 dias

(VOGNA et al.,, 2004, ANDREOZZI et al., 2002). Este composto tem caracteristicas
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tanto hidrofilicas quanto lipofilicas, que Ihe confere boa mobilidade no solo (SWANN et.
al.,1983).

Sacher et al. (1998) reportaram em seus estudos a presenca de uma
contaminacdao permanente da carbamazepina em varios rios na Alemanha, fato este
atribuido a estabilidade e a taxa de reposicao deste composto nesse tipo de matriz

ambiental.

Segundo Tixier et al., (2003), a carbamazepina apresenta concentracdes
relativamente altas quando comparadas as outras drogas presentes em matrizes
ambientais. Estudos foram feitos para descrever possiveis efeitos agudos, porém o
maior risco teve carater cronico.

Em 1998 Ternes realizou anélises quimicas em aguas de abastecimento, rios e
lagos em varios paises da Europa, nas amostras que a carbamazepina foi encontrada
conjuntamente com outros farmacos (TERNES, 1998).

Ollers et al. (2001) reporta em seus estudos concentragdes de 35ng/L a 800ng/L
de carbamazepina em aguas superficiais da Alemanha. Outros trabalhos realizados por
Daughton e Ternes, (1999); Ollers et al., (2001); Andreozzi et al,. (2003); Ternes,
(2001); e Vogna et al. (2004) em paises como Suica ltdlia, Franca, Grécia e Suécia

demonstram a presenga da carbamazepina em concentragdes semelhantes.

Fent et al. (2006) relataram concentragcbes de até 6,3 ug/L de carbamazepina em
efluente de estagdes de tratamento de esgoto.

No Brasil estudos com a carbamazepina, Tegretol como é chamado
comercialmente, ainda sao raros, talvez inexistentes, mas se sabe que sua venda e de
seus genéricos geram em torno de 23 milhdes de reais anuais, sua distruibuicdo é
garantida pelo sistema uUnico de saude, ja que 1,5% da populacdo brasileira possui
problemas relacionados a epilepsia (VOGT , 2002).
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3.4.3 Normas nacionais

Embora o Brasil conte com um arcabouco legal que caracterize as aguas quanto
a sua qualidade e mencione a quantidade permitida para emissao de varios poluentes,
nao é citada em momento algum a poluicdo por parte de produtos farmacéuticos

especificamente.

Nao ha muitos estudos no Brasil sobre a quantidade desses produtos nos rios
brasileiros, embora ainda pode-se contar com algum dispositivo legail para balizar a
investigagdo de produtos com caracteristicas especificas como as da carbamazepina,
objetivo deste trabalho.

No Brasil, a Portaria Normativa n® 84 IBAMA (Brasil, 1996) prevé a realizacao de
testes de bioconcentragdo em peixes quando a substancia apresentar uma das
seguintes caracteristicas: log Kow > 2,0, solubilidade em agua < 1,0 mg/l, tempo de
meia-vida > 4 dias, baixa degradabilidade em solucdo aquosa.

Caracteristicas como essas qualificam a carbamazepina como um fator potencial
de risco tanto para a saude humana, como para animais de vida aquatica. Todos os
parametros citados no paragrafo anterior, de acordo com o Sistema QSARs
(Quantitative Strtucture - Activiti Relationships), sdo excedidos pela carbamazepina.
Este programa (QSARs) tem sido extensivamente utilizado (SANDERSON et. al. 2004).

3.5 Processo Oxidativo Avancado (POA)

No presente capitulo é descrita a dindmica do processo de oxidagdo no qual é
conjugado a peroxidacdo assistida por luz ultravioleta (UV/H2O;) e sua aplicagcdo em
alguns contaminantes, em especial, a carbamazepina. Este tipo de processo oxidativo
avancado foi escolhido por ja ter sido usado para um amplo leque de poluentes
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diferentes. A facilidade de operacao e baixo custo do referido processo foram, também,
fatores determinantes para sua escolha (HUANG et al., 1993).

Atualmente, no mercado pode-se lancar mao de varias opcdes de sistemas de
tratamento terciario destinados a uma variada gama de tipos efluentes. Tal fato é
impulsionado principalmente pela crescente aperfeicoamento das normas em vigor que

tratam de controle ambiental.

4.1 O Processo Oxidativo Avancado UV/H.0-

O processo UV/H2O,, como grande parte dos POA é, principalmente, usado
para oxidacdo de compostos resistentes a degradacdo, ou seja, contaminantes
recalcitrantes, que é o caso da carbamazepina. Neste processo ocorre a dissociacao da
molécula de H>O, pela luz UV, o que origina radicais e¢OH, e estes promovem a

oxidacao do composto em questdo como explicado por Benitez et. al. (1996).

Tabela 7 Processos oxidativos avangados:

Sistemas Composicao dos aparelhos
Sistemas Homogéneos com Radiacao Oz/UV
UV/H20,
Ultrassom
HoO,/ Ultrassom
Sistemas Homogéneos sem Radiacao Os/ H202
O3/OH
H.0,/ Fe**
Sistemas Heterogéneos com Radiacao TiO2/UV
TiO»/ HoOo/UV
Sistemas Heterogéneos sem Radiagao Eletro- Fenton

Fonte: Huang et al. (1993)
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Como pode ser visto na Tabela 8, o radical «OH € uma das espécies oxidantes
mais fortes usadas em processos de tratamento de agua e efluentes, e oferece um

grande potencial de aceleracdo na oxidagao do contaminante.

Tabela 8 Potencial de oxidacédo de alguns oxidantes na agua

Oxidante | Potencial de Oxidacao
(eV)
eOH 2,80
O 2,42
Os 2,07
MnO4* 1,67
Clz 1,49
Cl 1,36

Fonte: Legrini et. al. (1993)

O processo UV/H,O. tem uma vantagem devido sua simplicidade. O unico
composto quimico necessario é a agua oxigenada, H-O», que pode ser adquirida em
solucdo a 30 % e é facilmente estocada e preservada quanto a possivel degradacéo.
Na Figura 3 esta representada uma molécula de peréxido de hidrogénio.

H\ H
0—O
Figura 3 Molécula de perdxido de hidrogénio.

Fonte: Wikipedia 19/08/08
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O processo UV/HO, é apropriado para pequenos sistemas que requeiram o
minimo de manutencao, operacgao intermitente ou ambos. Em casos onde o composto
alvo ou outras substancias presentes na agua absorvam fortemente a radiacao
ultravioleta, o processo UV/H>O, pode ndo ser muito eficiente, justamente devido a
auséncia de fétons, em quantidade, e com energia suficiente para iniciar a reacao de
formacao significativa do radical hidroxila, ou seja, o rompimento da ligacdo entre os
dois atomos de oxigénio presentes na molécula do oxidante original (HUANG et al.
1993).

A producdo da radiacdo ultravioleta é feita, geralmente, por lampadas de
mercurio de baixa pressdao com pico de emissdo no comprimento de onda de 254
nanémetros. Sempre que possivel é desejavel o uso de lampada UV com comprimento
de onda adequado para a absorcao da radiacao pelo H>O, que ocorre na faixa de 220
nandmetros. Uma solugéo é o uso de lampadas de Hg com xendnio, que exibem forte
emissao na regido espectral de 210-240 nanémetros, o qual confere com o maior
coeficiente de absorcao molar do H>O, (LEGRINI et. al., 1993). Entretanto, na maioria
dos trabalhos sdo utilizadas lampadas de Hg, que sao facilmente encontradas no

comeércio e que possuem uma eficiéncia adequada para esse tipo de processo.

3.7 Aplicacdes e suas caracteristicas

Para a degradacao do p-clorofenicol, Ghaly et. al. (2001) utilizaram o processo
UV/H20,, com o qual pode comprovar que a velocidade de degradacdo do composto
estudado aumentava com o aumento da concentracdo de H.O». Entretanto, esse efeito
foi constatado apenas até um limite na concentracdo de H»O,, a partir do qual a
degradacgao tornou-se menos eficiente que a fotdlise direta do p-clorofenol. Doménech
et. al. (2001) demonstraram que o0 excesso de perdoxido de hidrogénio pode afetar a
degradagao de um composto, devido a ocorréncia de reagdes competitivas como as do

esquema a abaixo:
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‘OH + H202 —)'OHQ + HQO (1)
'OHQ + H202 —»OH + Hzo + Oz (2)

Durante a degradacao da carbamazepina, utilizando-se o0 processo oxidativo
avancado UV/H;O, Vogna et. al. (2004) reportaram a formagdo de um composto
chamado acridina. A acridina apresenta uma toxicidade maior do que seu composto de
origem e sua formagdo ocorre em maior quantidade aos 20 minutos do inicio do
processo de degradacdo. Na Figura 4 pode ser visualizado o mecanismo de
degradacao da carbamazepina por tal processo, onde séo vistos o composto original e

varios intermediarios obtidos por diferentes rotas de oxidagao.

['Ho
g@——'”“’”"’vﬁf ® \(u\/\
b /%N — ._..6\ y -’<
O N, I_o;‘(NHz Nﬂz
R R _‘ 0\
—— , N\
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S /\/'
| :
R= COOH / O P, H
§N \N
B ol - A s 4 )
©:com COOH . OH
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NH. OH Z  oH
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O OH o)
] 10 W
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Figura 4 Etapas da degradacio da carbamazepina por UV/H,0O, Fonte: Vogna et. al (2004)
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De acordo com Marco et. al. (1997), as reagOes oxidativas, mudam a estrutura e
também as propriedades quimicas das substancias organicas, rompendo as moléculas

em fragmentos e aumentando o nimero de oxigénio presente nelas.

Uma forma para se qualificar a degradacao € por meio de testes de toxicidade.
Assim pode-se também determinar, se durante o tratamento de degradacdo do
composto alvo estdo se formando intermediarios mais ou menos toxicos (JARDIM et.
al., 1997).

Normalmente, o objetivo principal do tratamento oxidativo avangado néo € o de
mineralizar o composto completamente, e sim preferivelmente converté-lo em
subprodutos que sejam biodegradaveis aos processos de tratamento biolégicos
convencionais. Esta alternativa se mostra mais atraente no seu aspecto financeiro, pois
0 maior gasto é representado no processo quimico de degradacao da molécula atrelado
a um processo tal qual de lodo ativado, o abaixa o custo total do sistema de
degradacao (ADAMS e KUZHIKANNIL, 2000).

Como foi proposto pelos autores do paragrafo anterior, no presente trabalho foi
adotada essa mesma sequéncia de processos para permitir a otimizacdo da
degradacgao da carbamazepina, visto a impossibilidade de a molécula ser degradada de
maneira eficaz somente pelo processo bioldgico. Assim, além da molécula ser
parcialmente oxidada, neste trabalho, sera atrelado a um processo bioldgico, ou seja,
uma conjugacao de processos para otimizagado do possivel sistema.
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Materiais e Métodos

4.1 Proposta Metodoldgica

Os experimentos foram conduzidos em etapas distintas como na Figura 5, onde,
numa primeira fase foi avaliado o potencial de biodegradacao da carbamazepina por via
microbiana direta. Numa segunda fase foi avaliada a oxidacdo do composto por
processo oxidativo avancado (UV/H:O.), feito a avaliacdo da capacidade de
biodegradagdo do composto, e realizado um ensaio de respirometria baseado no Teste
Gledhill-modificado e IBAMA (1998).

[ Carbamazepina ]

( Biodegradagao ]

Solo Lodo
{ Oxidagao

[ 7oc )] ( bew ) ( coo )

CLAE
Respirometria ]
CLAE

J
_[ Plagueamento ]
_[ DQO ]
_[ Toxicologia ]

Figura 5- Organograma dos experimentos realizados
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Paralelamente ao ensaio de respirometria, foi realizado plaqueamento utilizando
meio de cultura PCA, visando a avaliar as qualidades do pré-indculo e in6culo e o
desenvolvimento dos microrganismos presentes durante o periodo de duracao do teste,

que nao excedeu 28 dias.

A andlise quantitativa foi realizada utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), onde foi avaliada a percentagem de biodegradacdo do farmaco

durante o periodo do teste de respirometria.

As analises de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e Carbono Orgéanico Total

(COT) foram realizadas visando a avaliar o processo de biodegradagao e oxidagao.

Os testes de toxicidade aguda foram conduzidos simultaneamente a avaliagéo
de biodegradacéo.

Uma avaliagao preliminar do composto em estudo foi realizada através de dados
obtidos na literatura como também avaliados segundo o modelo de relagdo quantitativa
de estrutura e atividade (QSAR’s).

4.2 Locais de realizacao dos experimentos

As etapas da pesquisa proposta foram desenvolvidas na Divisdo de Microbiologia
do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas, Divisdo de
Quimica Organica e Farmacéutica da UNICAMP, Laboratério de Saneamento e
Ambiente (Faculdade de Engenharia Civil, Arquitetura e Urbanismo — Departamento de
Saneamento e Ambiente - UNICAMP) e Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
- USP (IPEN) onde foram conduzidos os ensaios de toxicidade aguda.
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4.3 Fonte

4.3.1 Quimicos

O composto carbamazepina CAS 298-46-4 foi adquirido da TCl America com
grau de pureza >97% e de sua formulacdo comercialmente vendida. Este composto foi
utilizado para nos experimentos de oxidacao, biodegradacéo, ensaio de respirometria e
ensaios de toxicidade aguda.

4.4 Avaliacao da Carbamazepina CAS 298-46-4 - pelo modelo de relacao
quantitativa entre estrutura e atividade QSARs

A avaliagdo do potencial de biodegradacdo da carbamazepina foi realizada
utiizando o programa de modelagem QSAR (ECOSAR) utilizado pela U.S.
Environmental Protection Agency (USEPA). Este programa é utilizado por varios
pesquisadores em estudos do comportamento de moléculas quimicas em matrizes
ambientais e também quando estas sdo submetidas aos processos convencionais de
tratamento de efluentes.

O programa ECOSAR pode ser obtido gratuitamente via website da USEPA
(http://www.epa.gov/oppt/exposure/pubs/episuitedl.htm) EPA (2007).
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4.5 Avaliacao do potencial de biodegradacao direta da carbamazepina por
microrganismos do lodo ativado e do solo

A avaliacao do potencial de biodegradacao direta da carbamazepina foi realizada
segundo o método descrito por SILVA et. al., 2000.

O objetivo deste ensaio foi promover nas populacdes microbianas de lodo
ativado e solo uma adaptacao frente ao composto em estudo utilizando-o como fonte de
carbono e energia (catabolismo) ou utilizando este composto como fonte secundaria de

carbono (co-metabolismo). A seguir é descrita a metodologia do ensaio.

4.5.1 Enriquecimento das amostras

Solo — amostras foram coletadas na camada superficial do solo agricola (10 cm)
proximo a areas de rizosferas, colocadas em sacos de plastico e levadas ao laboratorio.
Cerca de 100 g deste solo foram incubadas em frascos de Erlenmeyers, com
suplementagdo de carbamazepina em diferentes concentragbes. Sucessivas

reaplicagcdes do farmaco no sistema teste foram realizadas a intervalos semanais.
O solo foi incubado no escuro a 28°C, por um periodo de 30 a 60 dias,
observando-se periodicamente a umidade. Quando este apresentava-se seco 0 solo

era borrifado com agua destilada sem deixar escorrer.

As concentragcdes de carbamazepina utilizadas para este experimento foram 2,0;

1,0; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,0625 mg/mL.
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Lodo ativado — amostras de lodo ativado foram coletadas em garrafas plasticas de 5
litros no retorno de lodo do reator de lodo ativado, na Estagao de tratamento de Esgoto
— Samambaia no Municipio de Campinas, e levadas ao laboratério. Cerca de 100 mL
deste lodo foram incubadas em frascos de Erlenmeyers de 250 mL, sob agitacdo 150
rom, 28°C em shaker. Os frascos foram suplementados com 1% de solugdo de
carbamazepina nas mesmas concentracbes mencionadas acima e reaplicacdes do

farmaco que foram realizadas para as amostras de solo.

4.5.2 Identificacao de coldnias bacterianas metabolicamente ativas

A identificacdo das coldénias metabolicamente ativas foi realizada preparando o
meio sitérico sélido (Agar), ver tabela 9, pH 7,0 contendo 25mg/L de cloreto de 2,3,5-

trifeniltetrazélio (CTT) e diferentes concentracoes.

Tabela 9 Meio Sintético.

NaNO; 39
KH2POy4 19

MgSO, 0,59

KCI 0,59
FeSO, 0,01g
CTT 25 mg
H2O destilada- g.s.p. 1000 mg/L

Fonte: SILVA et. al., 2000.
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Quatro amostras de 10 g de solo foram diluidas em série, em solucdo salina
(0,08%) até a diluicao de 10°®. Aliquotas de 100 uL de cada diluicdo foram plaqueadas
em duplicata em meio contendo a carbamazepina nas mesmas concentragcdes originais
e o indicador CTT. Para as amostras de lodo (meio liquido) foram coletadas aliquotas
de 5 mL diretamente do Erlenmeyers e realizado o mesmo procedimento executado no
solo.

A identificacdo dos microrganismos metabolicamente ativos para a degradacéao
da carbamazepina foi realizada por observacdo das colbnias que apresentavam

coloracao rosado-vermelha, indicando atividade metabdlica.

Embora a reducdo do CTT nao confirme que a degradacdo de um composto
ocorra, ela indica que 0os microrganismos presentes sdo metabolicamente ativos. O CTT
€ convertido, por células ativas, a um composto insoluvel colorido ou fluorescente, o
formazan (MELO, 2000) apud Silva (2002).

4.6 Oxidacao em reator de UV/H.0-

Dentre todas as alternativas para formacao de radicais hidroxila, «OH (Tabela
7), neste trabalho foi utilizado o UV/H20,, um conhecido processo oxidativo avangcado
(POA), que utiliza o perdxido de oxigénio na presenga de luz ultravioleta, e foi aplicado
para a decomposicdo da carbamazepina. Este processo foi escolhido dentre varios
outros existentes, pelos motivos ja detalhados anteriormente, e também, disponibilidade

de recursos e do préprio reator.
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4.6.1. Montagem do equipamento

Para o processo de oxidacdao da carbamazepina foi utilizado um reator
construido em vidro com capacidade nominal de 750 mL. A lampada de mercurio
utilizada foi de 125W com comprimento de onda de 254nm. Esse conjunto foi resfriado
por orificios (entrada/saida) ligados a rede de abastecimento, o qual promove a
temperatura proxima de 25 °C. As Figuras 6 e 7 ilustram esta unidade.

%

Figura 6 Reator de UV/ H>O, montado no suporte universal juntamente com agitador

magnético.
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Figura 7 Partes que constituem o reator de cima para baixo sao: buldo da lampada de

mercurio, sistema de refrigeracdo com agua corrente e recipiente de amostra.

4.6.2. Operacao do reator

O reator foi operado em sistema de batelada onde foi fixado um volume de
reacao de 500 mL sendo preparada uma solucdo de carbamazepina em concentracdes
de 10 e 15 ppm e adicionado 16 e 26 ppm de uma solucao de perdxido de hidrogénio a
30%. Essas solugbes foram obtidas para se ter um nimero minimo de 20 moléculas de
peroxido para 1 de carbamazepina. O tempo de contato no reator foi no maximo de 60
minutos. As bateladas foram feitas a periodos de contatos de 5, 15, 30, 45 e 60

minutos.

Para melhor homogeneizacao da solugéo foi posicionado abaixo do reator um
agitador magnético (Fisatom®) operados a 200 rpm. O H,O; residual foi inertizado com
catalase bovina e o residual foi mensurado com fitas de indicag&o peroxid-test Merck.

Aqui foi utilizada uma lampada de vapor de mercurio de 254 nanémetros, o

mesmo comprimento de onda que Beltran et al. (1993) utilizou para tratar a atrazina e
125 watts de poténcia.
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Aliquotas de 15 mL de amostras colhidas do reator foram transferidas para um
funil de separacdo de 1000 mL com 30 mL de cloroférmio. Esta solugdo foi agitada
vigorosamente por 5 minutos e deixada em repouso em suporte para 0 aparecimento
de duas fases na solucédo, o cloroférmio foi transferido para um outro recipiente e
novamente foi adicionado ao funil 30 mL de cloroférmio. Este procedimento foi realizado
em 3 vezes. Todas as aliquotas do cloroférmio foram juntadas, e colocadas em um
baldo de fundo redondo de 250 mL.

Em inglés a Cromatografia em camada delgada é conhecida como TLC (thin-
layer chromatography), a qual utiliza um liquido como fase mével e um sélido como fase
estacionaria. Na fase estacionaria ocorre a retencado, por absorcdo, das substancias
eluidas pela fase mével. A constituicdo da fase estacionaria pode variar sendo silica
gel, alumina, terra diatoméacea ou celulose e o suporte pode ser de vidro ou metal.

O conteudo do baldo foi submetido a evaporacgéo a 40 °C a 80 rpm até a secura
em sistema de rota evaporacdo sob vacuo. Apds este processo a amostra foi
solubilizada com 1 mL de acetona.

Amostras de 50 pL foram aplicadas, com o auxilio de seringa de vidro de 10uL
(Merck®), por ponto em folhas de aluminio com fase estacionaria de silica gel para
cromatografia em camada delgada (Merck®). Para cada batelada foram aplicadas na
placa de CCD 4 pontos de uma solugédo padrao de carbamazepina, com concentragdes
de 3, 5, 7 e 10 mg/mL e as amostras provenientes das bateladas realizadas no reator
UV/HO2tal como na Figura 8.
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Figura 8 - Esquema de placa de CCD com seus pontos de aplicacao

A cromatoplaca (fase estacionaria) com todos os pontos de aplicacdo foi
transferida para uma cuba de vidro com tampa, posicionada verticalmente com a
solugdo eluente (fase movel) composta de: 4,89 de acido citrico, 130 mL de HxO
destilada e 870 mL de n- butanol o que corresponde a 0,5 cm da altura da placa na
cuba.

A placa foi deixada em repouso junto com a fase movel tendo o cuidado de
verificar periodicamente o arraste da fase mével (solvente) o qual caminha sobre a
placa por capilaridade e arrasta a substancia menos adsorvida separando-a das
substancias mais adsorvidas. Este processo deve ser interrompido quando a fase
movél atingir 0,5 cm da parte superior da placa. A Figura 9 apresenta um esquema do
processo.
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Apés este periodo a placa foi retirada da cuba e colocada para secar em estufa a
40°C por um periodo de 4 horas. Em seguida a placa foi submetida a um processo de
revelacao para observagao dos resultados. A solucédo reveladora composta por: 3g de
permanganato de potassio, 20g de carbonato de potassio, 5 mL de solucdo aquosa de
hidroxido de sodio a 5% e 300 mL de H2O destilada foi aplicada na placa com o auxilio

de um borrifador manual.

—_— ‘ e

Figura 9 Processo de Cromatografia em Camada Delgada

Fonte: internet Wikkipedia (2008)

Os resultados destas andlises sdo expressos em Rf, que é medido pelo
deslocamento da molécula pela placa do ponto inicial subtraido pela altura restante.

4.8 Teste da biodegradabilidade imediata em sistema fechado, baseado no Teste
de Gledhill-modificado, (IBAMA, 1988)

O teste de Dbiodegradabilidade imediata € um teste respirométrico
(biodegradacéo) no qual se avalia a habilidade da substéncia a ser metabolisada por
microrganismos, em condi¢cdes similares as do ambiente. Este ensaio foi baseado no
método E1.1.3.- IBAMA, 1998.( Teste de Gledhill-modificado e adaptado)
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4.8.1 Preparacao do inéculo

Para a preparacéo do inoculo foi coletado cerca de 1 litro de lodo proveniente da
mistura completa do tanque de aeracéo, de uma estacao de tratamento de esgoto (ETE
Samambaia, Campinas-SP). A amostra foi levada para o laboratério e mantida sob
aerobiose com auxilio de ar comprimido a uma vazao de aproximadamente 4L/min, por
um periodo de 4h, apdés a amostra foi homogeneizada sob agitacdo magnética por 3

minutos.

Em seguida o material foi centrifugado a 10.000 rpm por 20 minutos a 4°C, em
centrifuga refrigerada, Incibras, modelo Spin VI, sendo o sobrenadante desprezado.

O ensaio iniciou-se com a preparagdo do inéculo (item 5.8.1), que foi
ressuspendido em volume de solugao nutriente, conforme descrito pelo Método E1.1.3.-
(IBAMA, 1998), que apresenta uma quantidade de células de 2,8 X 10° UFC/ml, medido

através de plaqueamento em meio PCA.

A carbamazepina proveniente do processo oxidativo nos tempos de 5, 15, 30, 45
e 60 minutos de reacdo como também o composto puro, foram submetidos a
metabolizagdo por uma cultura mista de microrganismos oriundos de amostras de lodo,
provenientes da mistura completa do tanque de aeragdo da ETE-Samambaia,
localizada na cidade de Campinas-SP, ressuspendidas em solugao nutriente mineral,
conforme descrito na Tabela 9, em um frasco fechado, com 2/3 de volume de ar.

Paralelamente ao ensaio respirométrico realizou-se o acompanhamento do pH e
desenvolvimento dos microrganismos envolvidos no processo de biodegradacao,

através do plagueamento em meio PCA (Plate count agar).

Toda vidraria foi lavada com uma solugdo HCI-5N + etanol, na proporcéo 1:9,

com objetivo de eliminar tragos de carbono orgéanico soluvel e materiais toxicos.
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Todas solucdes utilizadas foram preparadas usando-se balanga analitica,
SHIMADZIU, mod.AX200, agua milliQ, Deionizador MILLIPORE, mod.Simplicity, e
vidraria analitica Pyrex. A solugdo nutriente € constituida adicionando-se 1ml de cada
solucdo estoque preparada por litro de agua. A constituicdo da solucao nutriente pode
ser visualizada na Tabela 10.

Inicialmente foi preparado 500ml de solugdo nutriente + 10ml de indculo,
cobertos com papel aluminio e pré-incubadas por 24h em agitador orbital, Tecnal,
modelo TE420, a 100rpm, com controle de temperatura, mantida 20-25°C, visando a
metabolizacdo de substancias organicas que porventura estivessem adsorvidas aos
microrganismos do inéculo.

Tabela 10 Conteldos para preparo da solu¢ao nutriente (cfe.descrito no item 4.4 do
método E.1.1.3 - IBAMA)

Solugéo de fosfato e ambnio P.A

B Solucéo de Sulfato de magnésio heptahidratado P.A
Solugdes estoque (conforme B o
] , Solugéo Cloreto de calcio P.A
descrito no item 4.4.2) } o
Solugéo de Cloreto Férrico P.A

Solugdo de elementos tragos

Apos 24h de pré-incubacgdo das solugdes nutrientes inoculadas foi adicionado o
farmaco em estudo, para cada concentracdo a ser trabalhada, sendo devidamente
homogeneizados e identificados.

Partindo-se dos frascos anteriormente preparados, o sistema foi fracionado em
10 frascos de 100ml, contendo 50ml de soluc&o pré-incubada e introduzido, a cada
amostra assim preparada, um frasco de Duran, com capacidade 5ml, contendo 4ml de
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solugdo de hidréxido de bario-0,2N, visando absorver o CO, produzido durante a

biodegradacao (sistema de absorcao de COy).

Este procedimento foi repetido para todas as concentragdes e frascos. Desta
forma totalizou-se 42 frascos de amostras, que foram avaliados durante o periodo

maximo previsto para o ensaio, 28 dias.

Diariamente a solugdo de hidroxido de bario, contida no frasco de Duran, foi
substituida por uma nova aliquota de 4ml, visando a evitar a saturacao da mesma com

0 CO; produzido e consequiente diminuicdo do pH no meio.

Durante os 7 primeiros dias do ensaio, foram retiradas amostras, de cada
concentracao (frascos), a cada 2 dias, e apds este periodo em intervalos de 5-7dias até

o final do periodo do ensaio.

A cada retirada do conjunto de amostras do sistema, foi realizada uma sequéncia
de tratamento que compreendeu 0s seguintes procedimentos:

e retirada do sistema absorcdo de COy;

o afericdo do pHmetro, DIGIMED - mod.DM20, solu¢cdo tampao marca Synth
pH=7,0 e pH=4,0;

e medida e registro do pH da amostra;

e plagueamento, em meio PCA, de 100 pl da amostra e,

e filtracdo em membrana, Millipore, HABGA 04700, HA 0,45u (47mm); sistema de

filtragcao Millipore .
As amostras filtradas foram transferidas para frascos identificados, resfriadas e

congeladas, para posteriormente serem utilizadas nas analises de CLAE, DQO e

toxicidade.
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4.9 Avaliacao do desenvolvimento dos microrganismos durante os ensaios de
respirometria por plaqueamento

A avaliacdo dos microrganismos durante os ensaios de respirometria foi
realizada através de plaqueamento “pour plate” em placas de Petri em meio de cultivo
PCA.

O plaqueamento foi realizado utilizando 1 mL das amostras provenientes do
sistema de biodegradacao as quais foram submetidas a diluicbes seriadas e 100uL
destas diluicbes foram transferidas para placas de Petri contendo cerca de 20 mL de
meio PCA. Os plaqueamentos foram feitos em capela de fluxo laminar.

As placas devidamente preparadas e identificadas foram incubadas durante 24h,
30°C, em estufa bacteriolégica, Fanen 502. Passado o periodo de incubacdo foi
realizada a contagem das colbnias nas placas e estas expressas em Unidades
Formadoras de Colénia (UFC/mL)

4.10 Analise da biodegradacao da carbamazepina por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE)

O método de andlise utilizado para a quantificacdo da carbamazepina foi
baseado no procedimento HPLC/UV -USP, Ed.29, pg 369, 2006.
Solucao padrao: Realizou-se o preparo de solugdao estoque 200 pg/mL, a partir da
carbamazepina CAS 298-46-4 adquirido pela TCl America com grau de pureza de 97%.

A partir da solugédo estoque foram preparados padrées nas concentracdes 0,96; 1,92;
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2,88; 4,8; 6,72; 9,6 e 19,2 pg/mL, as quais foram utilizadas no preparo da curva
analitica de calibracdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A andlise de biodegradacao da carbamazepina das amostras provenientes do
sistema de respirometria foram analisadas em Sistema cromatografico: LC-DAD
Alliance Waters, composto por bomba Waters 2695, Detector Waters 2996 e software
Empower, Coluna L10 Phenomenex Luna CN (250 x 4,6 mm, 5u). Como solucao da
fase mével foi utilizado uma mistura de Agua/Metanol/Tetrahidrofurano (85:12:3), 0,22
ml de acido férmico e 0,5 ml de TEA- trietilamina. A eluicdo das amostras foi realizada

com uma vazao da FM — 1 ml/min, e detecc¢ao: A= 280 nm.

Todas as vidrarias utilizadas durante os experimentos cromatogréaficos, foram

lavadas com solvente de grau CLAE antes da utilizagéo.

4.11 Avaliacao da concentracao de compostos de carbono através de analise
quantitativa DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) dos ensaios de respirometria e
POA.

As andlises de DQO foram realizadas para acompanhar o processo de
biodegradagdo dos ensaios de respirometria e das amostras provenientes do processo
oxidativo. A metodologia utilizada foi do fabricante (HACH), n.2710 adaptado da
AWWA, 2007- Ed.21, Método 5220-D, colorimétrico de refluxo fechado. O reagente
utilizado foi adquirido na faixa de 0-150 ppm, e deteccdo a 420 nm realizada em
Espectrofotdmetro HACH — modelo DR-4000.

Neste teste, que tem duracdo de 2 horas, emprega-se um oxidante forte

(dicromato de potassio — K>Cr207) em condi¢des drasticas (meio acido e temperatura
elevada) na presenca de um catalisador para promover a oxidagao total a CO2 e agua.
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4.12 Analise do Carbono Organico Total (COT) das amostras do processo

oxidativo.

A analise de Carbono Organico Total foi realizada em um aparelho da marca
Shimadzu, modelo TOC 50002 As amostras foram filtradas previamente com uma
membrana Millipore de 0,45um. As analises foram baseadas na quantidade de Carbono
inorganico detetado com um analisador infravermelho que foi obtida pela oxidacao com
aquecimento da amostra (680°C) que fornece o nimero de carbono total da mesma. A
diferengca destes dois valores é o carbono orgéanico total. Método 5310 B
(AWWA/APHA/WEF, 2007).

4.13 Testes de toxicidade

O ensaio de toxicidade é utilizado para a determinagcdo do o efeito de
substancias a serem testadas em organismos, em condicées controladas. Uma ampla
variedade de organismos é utilizada para este fim. Neste trabalho foram selecionados
dois tipos de organismos, o Vibrio fischeri e a Ceriodaphnia dubia como indicadores de
possiveis impactos gerados ao ambiente. Na Tabela 11 sdo apresentados os ensaios

de toxicidade realizados, organismos teste e respectivas metodologias.
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Tabela 11 Ensaios de toxicidade utilizando a carbamazepina.

- . Tempo de - Medida .
Toxicidade Organismo-teste exposicio Atividade Final Método
. . . Imobilidade e NBR 13373,
Aguda Ceriodaphnia dubia 24/48 h mortalidade CE50 ABNT, 2006
Vibrio . . . A NBR 15411-2
Aguda Fischeri 15 min bioluminescéncia CE50 ABNT, 2006

CES50-Concentragao efetiva do efeito observado em 50% dos organismos teste

4.13.1 Ensaios de Toxicidade crénica com Ceriodaphnia spp (Crustacea,
Clarodela) método ABNT NBR 13373

Para realizagdo do ensaio de toxicidade aguda, foi utilizada a Ceriodaphnia
dubia. O método utilizado para a realizacao dos testes esta descrito na Tabela 12.

Na Figura 10 apresenta uma foto do organismo teste utilizado nos experimentos.

Figura 10 Foto da Ceriodaphnia dubia — organismo-teste empregado na avaliagdo de

efeito da droga a organismos aquaticos
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Inicialmente foram realizados ensaios preliminares visando a avaliar a toxicidade

do farmaco, estes testes compreendem os ensaios 1, 2 e 3 descritos a seguir.

Tabela 12 Condicdes teste — Toxicidade aguda Ceriodaphnia dubia.

Condicoes-teste

Ceriodaphnia dubia

Sistema de teste

Estatico

Duracéao

24/48 horas

Temperatura

25+1°C

Intensidade luminosa

500 a 1000 lux

Fotoperiodo

16 h luz

Tamanho do frasco-teste

Frascos 50 ml

Volume da solucéo-teste 20 ml
Renovacéo da solucéo-teste Nao
ldade dos organismos < 24 horas
N de organismos/réplica 01
N@ réplicas/concentracao 10
Alimentacao durante o teste Sim

Agua de cultivo

Natural reconstituida com dureza ajustada para 42-46
mg CaCOg/L. Conforme descrito ABNT, 2006.

Critério de avaliacao de efeito

Sobrevivéncia

Expressao dos resultados

Quantitativo: CE50
Qualitativo: efeito toxico ou n&o toéxico

Critério de aceitacao do teste

> 80% de sobrevivéncia

Fonte: ABNT, 2005.
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4.13.1.1 Ensaio 1 Analise da toxicidade da solucao de trabalho de carbamazepina

Este ensaio foi realizado para avaliar a toxicidade da carbamazepina na forma

pura na Ceriodaphnia dubia.

Uma solucéo de carbamazepina pura (> 97%), com concentracdao de 10ppm sem

tratamento. Foi feito um ensaio com 10 microrganismos por réplica.

4.13.1.2 Ensaio 2 Analise da toxicidade do H>O- residual

A avaliagao do peroxido de hidrogénio residual foi necessaria neste caso para a
obtengdo de quanto poderia interferir na analise de toxicidade do restante das
substancias presentes nas amostras. Foi utilizada uma solugdo de 10ppm de
carbamazepina a qual foi submetida ao processo de tratamento em reator UV/ H>Oo,
com periodo de reagdo de 60 min e um controle (agua). O H»O, residual neste caso nao

foi inertizado.

Esse experimento foi realizado com 4 réplicas e 5 organismos, com solugdes de
100%, 10% e 1% das amostras provenientes do tratamento de oxidagao.
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4.13.1.3 Ensaio 3 Analise da toxicidade das amostras geradas na respirometria
feita apés tratamento UV/H,0,

A Avaliacao das amostras neste caso se deve a suspeita de que os subprodutos
gerados possam ser tdxicos, ou ter tais propriedades aumentadas. Para se avaliar
somente a toxicidade dos subprodutos gerados foi feita a inertizacdo do perdxido de
hidrogénio residual.

Neste ensaio foram utilizadas as amostras provenientes do ensaio de
respirometria, foram escolhidas trés datas e trés tempos de detengdo em reator
diferentes, 5, 15 e 60 minutos. No total foram geradas 9 réplicas com 5 microrganismos

em cada uma delas.

Na Figura 11 apresenta-se a montagem do ensaio de toxicidade aguda com
Ceriodaphnia dubia.
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Figura 11 Montagem do ensaio de toxicidade aguda.Cada copo representa uma réplica

4.13.2 Ensaio de Toxicidade aguda com Vibrio fischeri método ABNT NBR 15411

O método consiste na inibicdo da luminescéncia da bactéria marinha V.fischeri
causada pela exposicao a diferentes concentracées do agente téxico, por um periodo
de 15 e 30 min de exposicdo ou, opcionalmente, 5 min, a 15°C, nas condi¢bes
prescritas na NBR método NBR 15411-2, (Parte |l — Utilizando bactérias desidratadas),
ABNT, 2006.

O equipamento utilizado para ensaios com V.fischeri (Figura 12), é um fotémetro
especifico onde podem ser posicionadas até 30 cubetas de vidro. Este equipamento é
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composto de um espacgo especial para o estoque do reagente (bactéria hidratada, 4°C;

e um poco para a leitura do sinal (luminescéncia bacteriana).

LM FTowr L e TR |

Figura 12 Analisador de Toxicidade por fotoluminescéncia bacteriana - Modelo M 500
Microbics.

Este experimento, como o anterior, foi dividido em ensaios diferentes como sera

apresentado a seguir:

4.13.2.1 Ensaio 1 Analise da toxicidade da solucao de trabalho de carbamazepina

Neste ensaio utilizou-se uma solugéo de carbamazepina a 10ppm.
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4.13.2.2 Ensaio 2 Analise das amostras nos diferentes tempos de detencao

Neste ensaio utilizaram-se os tempos de detencao de 5, 15, 30, 45 e 60 minutos

feitos no reator de UV/H>0..

4.13.2.3 Ensaio 3 Analise de toxicidade das amostras geradas na respirometria

feita ap6s tratamento UV/H.0,

Este ensaio foi feito com as mesmas datas de coletas utilizadas no ensaio com
Ceriodaphinia dubia, contudo somente nos tempos de 15 e 60 minutos. De acordo com
Vogna et. al. (2004), a maior quantidade de subprodutos gerados com a oxidacao da

carbamazepina em processo UV/H,O, ocorre em torno dos 20 minutos.

4.14 Descarte do material utilizado durante a realizacao da pesquisa

Todas as solugbes e outros materiais gerados durante este experimento foram
descartados conforme procedimentos especificos para cada situacdo ou classe de

composto gerado.
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4.14.1 Material biologico

Todo o material biol6gico gerado nos ensaios de respirometria, contagem em
placas foram submetidos a processo de esterilizacao em autoclave (120°C, 15 min.) e
posteriormente separados e acondicionados como residuo comum. Vidraria e outros

utensilios de laboratério foram lavados com detergente, alcool 70% e agua destilada.

Ensaios de toxicidade

Para realizacdo do ensaio de toxicidade aguda, Ceriodaphnia dubia, foram
utilizado copinhos descartaveis os quais séo pré lavados com agua destilada antes do
ensaio. Posteriormente as solugdes-teste foram segregadas em frascos especificos e
0s copos descartaveis seguem para o descarte de residuo de laboratério. Cubas e
vidraria de solucdes estoque seguem procedimento da ABNT especifica para cada

ensaio.

Para realizagdo do ensaio de toxicidade aguda, Vibrio fischeri, as cubetas do

“microtox” sdo esterilizadas em autoclave e descartadas.

4.14.2 Material quimico

Todo o material quimico (solugdes e reagentes), utilizado nos experimentos de
cromatografia, DQO, foram segregados e acondicionados em frascos de vidro e
encaminhados para o depoésito de descarte de residuos quimicos do CPQBA. A
destinacao final destes, residuos, segue procedimentos especificos para cada classe

de composto quimico gerado.
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5 Resultados

5.1 Avaliacdao da Carbamazepina CAS 298-46-4 - através do modelo de relacao
quantitativa entre estrutura e atividade QSARs

O potencial de biodegradacao da carbamazepina foi avaliado pelo programa de
modelagem Q-SARS utilizado pela U.S. Environmental Protection Agency (USEPA).

A utilizacao deste programa se faz necessario devido a auséncia de dados na
literatura sobre aspectos de biodegradagédo, bioacumulacdo e comportamento em
estacdes de tratamento de efluentes. Este programa tem sido extensivamente utilizado
e validado por diversos pesquisadores em seus trabalhos (MOORE et al., 2003;
SANDERSON et al., 2004; TERNES 2004).

A carbamazepina analisada pelo modelo de relagdo quantitativa entre estrutura e
atividade apresenta um coeficiente de particdo octanol/dgua de 2,25 e o fator de
bioacumulagdo calculado € de FBC = 15,36. Isto representa um potencial de
bioacumulagao baixo. NENDZA (1991) apud: ZAGATTO (2006) comentam que estas
duas variaveis Kow e FBC sdo fundamentais para a determinagdo do potencial de
bioacumulagdo de uma molécula, onde se assume que, compostos com valores de Kow
< 3,0 (FBC < 100) ndo apresentam bioconcentracdo substancial; ja os que possuem
Kow entre 3 e 6 (FBC > 100) sdo classificados como altamente acumulativos.
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Segundo este mesmo programa, quando a carbamazepina € submetida a uma
estacdo de tratamento de esgoto este composto apresenta uma biodegradacao de
0,1% e uma remocéo total no processo de 2,98%. Esta remog¢ao compreende a adesao
aos flocos de lodo 0,92%, a presencga deste composto no lodo final do processo 1,95%
e 0,11% em outros fatores do processo. O efluente final apresenta uma concentragao
final da carbamazepina de 94,04%. Estes resultados indicam que este composto
apresenta uma caracteristica de recalcitrancia com possivel acumulacdo ambiental.
Estas informacdes estdo de acordo com o trabalho de JONES et. al., 2002, onde estes
pesquisadores utilizaram este modelo para analisar a presenca e permanéncia de

varios farmacos na Inglaterra.

O modelo de fugacidade desta molécula mostra que 83,2% desta molécula
podem ser encontrada no solo, e 16,7% dissolvida na 4gua, com meia-vida de 337 dias
no sedimento, 75 dias no solo e 37 dias na 4gua. Sanderson et al., 2004, Vogna et al.,
2004, ANDREOZZI et al., 2002, contestam essa durabilidade em meio aquatico,
alegando que este composto possui uma meia vida em meio aquatico de 82 dias
podendo estender-se para 100 dias quando combinados com nitratos ou &acidos

hUmicos.

Os efeitos toxicolégicos da carbamazepina apontados pelo programa mostram
que este composto apresenta um efeito téxico agudo (48 horas) e cronico (16 dias) em
Daphnia com EC50=73 e 4,5 ppm respectivamente. Outros efeitos podem ser

observados em peixes com LC50=66,1 ppm em 96 horas e LC50=9,1 em 30 dias.
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5.2 Avaliacao do potencial de biodegradacao direta da carbamazepina por

microrganismos do lodo ativado e solo

A avaliacdo do potencial de biodegradacao direta da carbamazepina por
microrganismos provenientes do lodo ativado e do solo ndo apresentaram resultados
satisfatorios. Os resultados destas analises podem ser observados nas Tabelas 13 e
14.

Tabela 13 Avaliacdo do potencial de biodegradacado direta da carbamazepina por
microrganismos provenientes do lodo ativado.

Concentracao/
Dias de 5 10 15 20 25 30 35 45 50 55 60
plaqueamento

2,0 mg/mL - - - - - - - - - R -

1,0 mg/mL - - - - - - - - - R -

0,5 mg/mL - - - - - - - - - - _

15 mg/L - - - - - - - - - - -

10 mg/L - - - - - - - - - - -

2 mg/L - - - - - - - - - - -

1 mg/L - - - - - - - - - - -

0,5 mg/L - - - - - - - - - - -

0,25 mg/L - - - - - - - - - - -

0,12 mg/L - - - - - - - - - - -

0,062 mg/L - - - - - - - - - - -

Legenda: + crescimento; - auséncia crescimento.
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Tabela 14 Avaliacdo do potencial de biodegradacao direta da carbamazepina por
microrganismos provenientes do solo.

Concentracao/
Dias de 5 10 15 20 25 30 35 45 50 55 60
plaqueamento

2 mg/ml - - - - - - - - - - -

1 mg/ml - - - - - - - - - - -

0,5 ml/ml - - - - - - - - - R _

15 mg/L - - - - - - - - - - -

10 mg/L - - - - - - - - - - -

2 mg/L - - - - - - - - - - -

1 mg/L. - - - - - - - - - - -

0,5 mg/L - - - - - - - ; - - -

0,25 mg/L - - - - - - - - - - -

0,12 mg/L - - - - - - - - - - -

0,062 mg/L - - - - - - - - - R _

Legenda: + crescimento; - auséncia crescimento

Nestes experimentos tornou-se evidente o resultado negativo da utilizacdo da
carbamazepina como Uunica fonte de carbono (catabolismo) ou processo de co-
metabolismo auxiliado com a adicdo de glicose nos meios, para ambas as culturas
testadas. Isto indica uma possivel acumulagdo ambiental desta molécula.

Partindo destes resultados optou-se em usar um reator de UV/H>O. para a

oxidagao do composto farmacéutico e analisar seus efeitos em processos biolégicos de

degradacao.

72



5.3 Avaliacao do processo oxidativo UV/H,O, da carbamazepina por CCD em
diferentes periodos de reacao

Com os resultados obtidos através da andlise por CCD observou-se que todos
os periodos de reacao de 5 a 60 minutos apresentaram modificacdo no Rf da molécula.
No entanto, foi observado que ocorre variagdes com a molécula dependendo da sua

concentracao, da quantidade de H»O. utilizado e tempo de reagao.

A seguir sdo apresentados os resultados referentes aos 4 ensaios realizados:
Ensaio1- 10ppm de Carbamazepina + 16ppm H20-
Ensaio2- 15ppm de Carbamazepina + 16ppm H20-
Ensaio3- 10ppm de Carbamazepina + 26ppm H>0»
Ensaio4- 15ppm de Carbamazepina + 26ppm H>0»

Na Figura 13 mostra-se que quando utilizada concentracdo de 10 ppm de
carbamazepina com 16 ou 26 ppm de H>O, em um periodo de reagdo de 5 minutos,
estas apresentaram diferentes Rf dos outros tratamentos indicando um possivel efeito
oxidativo da molécula para E1 e E3.
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Rf CBZ=0,34
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Figura 13 — Analise por CCD da Carbamazepina (CBZ) em concentragcao de 10 e 15
ppm apos periodo de reagao de 5 minutos em reator UV/H>O, com adi¢ao de H>O; nas
concentragdes de 16 e 26ppm

Na Figura 14 mostra-se que em concentragdes de 10 ppm de carbamazepina
com 16 ou 26 ppm de H»O, em um periodo de reagcdo de 15 minutos, estas
apresentaram Rf diferetes dos outros tratamentos indicando um possivel efeito
oxidativo da molécula somente para ES.
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Rf CBZ= 0,34
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Figura 14 - Andlise por CCD da Carbamazepina (CBZ) em concentragédo de 10 e 15
ppm apos periodo de reagéo de 15 minutos em reator UV/H20, com adi¢cdo de H2Oz nas
concentragdes de 16 e 26ppm

Rf CBZ= 0,34

1 E2 E3 E4 E1” E2°

Figura 15 - Analise por CCD da Carbamazepina (CBZ) em concentragédo de 10 e 15
ppm apos periodo de reagédo de 30 minutos em reator UV/H>O, com adigéo de H>Oz nas
concentragdes de 16 e 26ppm
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Rf CBZ=0.34

SRl SR I Padfao IS HSTS2.

Figura 16 - Analise por CCD da Carbamazepina (CBZ) em concentragcao de 10 e 15

ppm apos periodo de reagao de 45 minutos em reator UV/H20, com adi¢cdo de H2Oz nas
concentragdes de 16 e 26ppm

Rf CBZ=0.34

E1” E2° E3° E4°

Figura 17 - Analise por CCD da Carbamazepina (CBZ) em concentracdo de 10 e 15
ppm apos periodo de reagao de 60 minutos em reator UV/H20, com adigdo de H2Oz nas
concentragdes de 16 e 26ppm
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Analisando as Figuras 13 a 17 acima, pode-se concluir que a melhor
concentracao de carbamazepina a ser utilizada no processo oxidativo, foi a de 10 ppm.
Quanto a quantidade de H2O utilizada pode-se notar que esta varia conforme o tempo
utilizado. Quando foi utilizado um tempo de reagcdo de 5 minutos, ambas as
concentracdes de H>O, (16 e 26ppm), apresentaram resultados positivos. No tempo de
15 minutos de reagcao apenas a concentracao de 26 ppm de H>O; foi a que apresentou
resultado satisfatério. No tempo de 30 minutos de reacao a concentracao de 15 ppm de
carbamazepina com 26ppm de H»O, foi a Unica que nao sofreu reacdo durante o
processo, as demais apresentaram oxidacado. Nos periodos de reacdo de 45 e 60
minutos somente a concentracdo de 10 ppm de carbamazepina e 16ppm de H20»
apresentou ser eficiente.

Com base nas informacgdes obtidas pelos ensaios de CCD optou-se em realizar o
processo oxidativo com 10 ppm de carbamazepina e 26 ppm de H>O,, em um periodo
de 15 minutos de reagdo. Esta decisdo tem como base o trabalho realizado por Vogna
et.al, 2004, onde estes autores relatam que quando a carbamazepina é submetida a
processos de oxidacao utilizando reator UV/H20,, esta apresenta uma maior quantidade
de subprodutos gerados durante este processo em um periodo de reagéo proximo a 20

minutos.

Um outro fator considerado para a escolha da concentragéo e tempo de reagao
foi que 10 ppm de carbamazepina € a concentragdo mais préxima a encontrada nos
sistemas aquaticos e o periodo de 15 minutos mostrou ser eficiente e ndo muito

extenso como os demais.
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5.4 Analise do carbono organico total das amostras apos tratamento do POA

Os resultados do COT referente ao processo de oxidacdo em reator UV/H20>
realizado ap6s o tratamento mostraram uma taxa de remog¢ao de carbono da solucao
de 1% (Figura 18). Estes resultados indicam que o processo empregado nao foi
eficiente na modificacdo estrutural da molécula a nivel de reducdo da quantidade

significativa de carbono (CO- e H20O) da solucao teste.
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Figura 18 Analise de COT da oxidagao da carbamazepina ap6s os periodos de reagcao
em reator UV/H20,. Concentracgdo inicial de 10 ppm. Periodo de reacéo de 0 a 60

minutos
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5.5 Analise de DQO das amostras apds tratamento do POA

A andlise de DQO realizada a partir das amostras geradas do reator de POA nos
tempos de reacdo de 5, 15, 30, 45 e 60 minutos nao revela qualquer mudanca
significativa (Figura 19) como o constatado nas analises de COT. O tempo de 45
minutos apresentou um ligeiro aumento da concentracdao de DQO, este resultado pode
ter ocorrido por algum erro experimental ou impureza provenientes da manipulagao da
amostra. Para atual situacéo este teste ndo se mostrou conclusivo, sua interpretacao

fica sujeita a uma grande quantidade de variaveis.
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Figura 19 Andlise de DQO da carbamazepina apds os periodos de reacdo em reator
UV/H20,. Concentracéo inicial de 10 ppm. Periodo de reacao de 5 a 60 minutos
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Avaliacao do pH durante o periodo de oxidacao e biodegradacao

Os resultados da avaliagao do pH durante o processo de reacao UV/H>O, como
também nos ensaios de biodegradabilidade, mostraram-se inalterados permanecendo
este entre pH 4 e 5.

5.6 A avaliacao do efeito do tratamento UV/H.O. sobre a carbamazepina por CLAE

A avaliagao do efeito do tratamento UV/H.O. sobre a carbamazepina pode ser
visualizada na Figura 20. Pode-se observar que durante o processo oxidativo houve
uma redugdo da concentracao inicial do farmaco (10 ppm) durante o periodo de
tratamento de 5, 15, 30, 45 e 60 minutos. Neste trabalho nao foram monitorados os
subprodutos gerados apés a reacao UV/H20,.

—

o N A O 0O O
1

Concentracao em ppm

5 15 30 45 60

Tempo em minutos

Figura 20 - Efeito do tratamento UV/H>O; sobre a carbamazepina durante o periodo de
reacdo de 5 a 60 minutos. Concentragao inicial 10 ppm. Analise de Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia
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5.7 Avaliacao da biodegradabilidade da carbamazepina em sistema fechado,
baseado no Teste de Gledhill-modificado, (IBAMA, 1988), analisado por CLAE

Os ensaios de respirometria (biodegradacdo) mostraram uma degradacao de
aproximadamente 1% do composto quimico para todos os tratamentos realizados por
processo oxidativo avancado UV/H>O; utilizados Figura 21.

Os resultados indicam que os microrganismos nao foram capazes de utilizar o
farmaco como fonte de carbono e energia mesmo apés o tratamento UV/H20.. VOGNA
et. al. (2004), em seus estudos de oxidacdo da carbamazepina obtiveram resultados
satisfatérios quanto a degradacdo desta molécula. No entanto, estes pesquisadores
utilizaram uma relagao de 1/250ppm de carbamazepina e H>O- respectivamente. Dados
sobre a viabilidade de biodegradacdo dos produtos gerados nado foram realizados nos

trabalhos destes autores.
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Figura 21 - Perfil de degradacéo da carbamazepina apds ensaio de respirometria
analisados por CLAE, T5 a T60 indica o tempo de detencdo dentro do reator.
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Outros pesquisadores como SANDERSON et. al,.(2004), ANDREOZZI et. al.,
(2002), CLARA et. al. (2004), mostram em seus estudos a presenca desta molécula em
diferentes matrizes ambientais, concluindo a dificuldade de degradacdo nos atuais

sistemas de tratamento.

5.8 Avaliacao do desenvolvimento dos microrganismos durante os ensaios de

respirometria por plaqueamento

A avaliagdo do desenvolvimento dos microrganismos durante o ensaio de
biodegradacdo (Tabela 15),mostra um decréscimo acentuado do numero de
microrganismos viaveis presentes tanto para o composto puro como também para os
ensaios realizados ap6s o tratamento com UV/H.O,.. Pode-se notar que o periodo de
reacdo de 15 minutos foi 0 que apresentou menor toxicidade durante o periodo de

tratamento.

Nos resultados do plagueamento dos testes de biodegradacéo realizados pelo
sistema de respirometria observa-se que a carbamazepina mesmo sem tratamento
(branco) apresenta uma variavel téxica ou auséncia de subprodutos biodegradaveis
(UV/H205) para os microrganismos. Pode-se observar que ocorre um decréscimo de 7
log no numero de coldnias viaveis nos primeiros 5 dias de tratamento para todas as
situacoes. Apds este periodo, o numero de coldnias apresenta um decréscimo lento até
o décimo quinto dia de tratamento. Apds este periodo ndo foi constatada a presenca de
colénias nos tratamentos branco, 5, 30, 45 e 60 minutos. Apenas o tratamento de 15
minutos apresentou a presencga de colbnias viaveis até o final do periodo experimental
(28 dias).
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Tabela

15 Contagem de

microrganismos

em UFC/mL dos

ensaios de
biodegradabilidade. Periodo de 27 dias. Tempo de reacao em reator UV/H.O, de 5 a 60
minutos. Carbamazepina/ H>.O, 10/26 ppm respectivamente. Branco composto puro.

Tempo 0 5 8 12 15 19 21 27
em dias

Branco | 2,17E-011 | 5,6E-04 | 0,27E-04 | 2,81E-04 | 1,37E-04 0 0 0

T5 min | 2,17E-011 | 3,06E-04 | 0,23E-04 | 0,41E-04 | 2,81E-04 0 0 0
T15 min | 2,17E-011 | 2,99E-04 | 0,26E-04 | 0,55E-04 | 0,42E-04 | 0,84E-04 | 2,16E-04 | 3E-04
T30 min | 2,17E-011 | 1,67E-04 | 3,57E-04 | 0,66E-04 | 1,57E-04 0 0 0
T45 min | 2,17E-011 | 3,04E-04 | 2,14E-04 | 1,56E-04 | 0,27E-04 0 0 0
T60 min | 2,17E-011 | 3,57E-04 | 1,65E-04 | 0,43E-04 3E-04 0 0 0

5.9 Avaliacao de DQO apéds ensaio de biodegradabilidade da carbamazepina em
sistema fechado, baseado no Teste de Gledhill-modificado, 1988 (IBAMA).

As analises de DQO foram realizadas ap6s os ensaios de respirometria com o

intuito de acompanhar o processo de degradagédo da carbamazepina.
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Figura 22 DQO do ensaio de respirometria feito a partir das amostras geradas no POA.

Na Figura 22 mostra-se que para todos os periodos testados de biodegradacao
da carbamazepina durante o processo de respirometria, ocorre uma reducdo da DQO
até o nono dia de tratamento e que apods este periodo esta redugcdo nao sofre

alteracdes significativas até o periodo final de tratamento.

5.10 Toxicidade

5.10.1 Ensaios de Toxicidade cronica com Ceriodaphnia dubia (Crustacea,
Cladocera), método ABNT NBR 13373
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5.10.1.1 Ensaio 1 Analise da toxicidade da solucao de trabalho de carbamazepina

A solucao de estoque com concentracao de 10ppm de carbamazepina pura nao
apresentou toxicidade para este microrganismo teste.

5.10.1.2. Ensaio 2 Analise da toxicidade do H>O, residual das amostras

Nesse teste foi utilizada uma solugdo de carbamazepina na concentragcéo de 10
ppm e 26 ppm de H»O», apés 60 minutos de tratamento em reator UV/H>O» Apés o
periodo de tratamento amostras foram submetidas ao teste de toxicidade, e estas
apresentaram resultados positivos para toxicidade aguda para Ceriodaphnia dubia,
ocorrendo morte de todos os organismos-teste expostos em menos de 3 horas.

5.10.1.3 Ensaio 3 Anadlise da toxicidade das amostras geradas na respirometria
feita apos tratamento UV/H20-

As amostras provenientes do ensaio de respirometria mostraram-se toxicas a
esses organismos-testes, em todos os tratamentos realizados. Foi observado que 100%
dos organismos expostos apresentaram imobilidade durante as 48 horas da exposicao.
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5.10.2 Ensaios de Toxicidade aguda com Vibrio fischeri método ABNT NBR 15411

5.10.2.1 Ensaio 1 Analise da toxicidade da solucao de trabalho de carbamazepina

A solucdo de estoque com concentracao de 10ppm de carbamazepina nao
apresentou toxicidade para os organismos testes (Vibrio fischeri).

5.10.2.2 Ensaio 2 Analise da toxicidade das amostras provenientes do reator
UV/H20: nos diferentes tempos de detencao

Neste ensaio pode-se avaliar a toxicidade das amostras provenientes do reator
de UV/H2O2 nos diferentes tempos de detencéo. Foi verificado que o tempo de reagao

de 15 minutos apresentou uma menor toxicidade perante os demais tratamentos.

No tempo de detengao de 15 minutos o valor gama foi de 0,5153, no tempo de
5, 30 45 e 60 foram de 1,2943, 2,1020, 0,7863 e 0, 9592 respectivamente. No menor
numero de valor gama observa-se a menor toxicidade. A toxicidade foi expressa pelo

valor gama, que corresponde a raz&o entre luz perdida e luz remanescente.
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5.10.2.3 Ensaio 3 Analise de toxicidade das amostras geradas na respirometria
feita apés tratamento UV/H,0,

As analises de toxicidade foram realizadas a partir do ensaio de
biodegradabilidade. Neste ensaio foi escolhido trabalhar com as amostras dos tempos
de detencao de 15 e 60 minutos. Trés datas foram escolhidas 22/07, 31/07 e 11/08,
respectivamente as quais correspondem ao inicio, meio e final do teste de
biodegradabilidade (Tabela 16).

Tabela 16 Ensaio de toxicidade aguda com Vibrio fischeri realizado apds oxidacao da
carbamazepina por processo UV/H,O, seguido por respirometria

Amostr Tempo de Leitura Leitura apos 15 Valor
a detencao inicial minutos Gama

22/07 15' 97 97
110 82 0,3278

22/07 60' 86 103
87 69 0,5101

31/07 15' 86 98
87 64 0,5491

31/07 60' 86 92
87 62 0,5011

11/08 15' 86 92
87 68 0,3687

11/08 60' 94 94
85 69 0,3710
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho foram similares aos encontrados na
literatura, contudo a mesma nao apresentava resultados adquiridos por ensaios de
biodegradabilidade monitorados por plagueamento e ensaios toxicoldégicos dos
subprodutos provenientes do processo oxidativo empregado. A avaliacdo do
desenvolvimento dos microrganismos durante o ensaio de biodegradacdo mostrou um
decréscimo acentuado do numero de microrganismos viaveis presentes tanto para o
composto puro como também para os ensaios realizados apdés o tratamento com
UV/H05.

Os resultados indicam que os microrganismos nao foram capazes de utilizar o
farmaco como fonte de carbono e energia mesmo apés o tratamento UV/H20, Mesmo
apos quase um més de ensaio de respirometria a quantidade do composto estudado
permaneceu inalterada, afirmando assim os resultados da literatura estudada inerente

ao seu grande potencial de acumulagdo ambiental.

A DQO se mostrou ndo muito recomendavel dada a extensa margem de erro e a
baixa concentracdo do composto usado no trabalho. Com o mesmo perfil grafico o COT
mostrou que a molécula era degradada, contudo o carbono n&o era eliminado da

amostra, 0 que indicava a possivel presenca de grande quantidade dos subprodutos
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gerados. Das técnicas utilizadas a cromatografia liquida de alta eficiéncia foi mais
adequada para a avaliacao da degradacao do composto dentre as utilizadas.

A técnica de CCD foi eficaz no monitoramento da degradacao da carbamazepina
dentro do reator deste trabalho. A partir do momento que os resultados foram cruzados
ficou evidente o destaque do tratamento de 15 minutos de reacéo dentro do reator. Este
apresentou a menor toxicidade, com aparecimento de coldnias até o periodo final de
experimento 28 dias e mostrou a mais precoce resposta no teste de CCD, embora
talvez o plaqueamento nesse tempo tenha sido estendido por suas culturas estarem se

mantendo de subprodutos menos toxicos ou de material celular disperso no meio.

Embora o produto farmacoldgico estudado nao apresente toxicidade na
concentracao testada neste trabalho, foi observado que o mesmo néo se aplica aos
seus subprodutos aqui gerados. Os ensaios toxicoldégicos mostraram que o0s
subprodutos da carbamazepina oriundos do POA apresentam efeitos toxicos agudos
para a Ceriodaphinia dubia e Vibrio fischeri. No caso da Ceriodaphinia dubia, que é
comumente utilizada para ensaios crbénicos, nao foi possivel o avaliar conforme a norma
correspondente visto que esse microrganismo teste ndo conseguiu sequer passar pelo

ensaio agudo.

Vale ressaltar que a concentragdo de perdxido residual permaneceu alta mesmo
apos uma hora de retengdo da amostra dentro do reator utilizado. Com os resultados
aqui obtidos pode-se avaliar pelos testes ecotoxicolégicos, de certa maneira, a
magnitude dos possiveis impactos que poderiam ser gerados no ambiente pelos
subprodutos da oxidacdo incompleta desse composto farmacéutico, visto que afetam
degraus de niveis de base da cadeia alimentar.
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7. CONCLUSAO

« O composto se mostrou nao biodegradavel nos ensaios de lodo e solo, conforme
citado anteriormente na literatura.

« Nas concentragdes utilizadas foi possivel observar a otimizacao do processo por
CCD, onde se pode perceber o destaqgue do ensaio E3 no tempo de quinze

minutos.

« O ensaio de carbono organico total mostrou um perfil grafico constante entre os

tempos de detengdo, ndo havendo diferencga significativa entre eles.
« O perfil da DQO mostrou-se constante como o carbono organico total.

« O processo oxidativo utilizado apresentou um bom desempenho para a
dissociacdo dessa molécula, mesmo usando uma baixa concentracdo de
peroxido de hidrogénio, quando analisado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

» A respirometria feita com as solugdes dos diferentes tempos de detengcédo nao foi
eficaz na remocéo da carbamazepina, a concentracdo permaneceu inalterada do
comeco ao final do ensaio, este foi monitorado por cromatografia de alta
eficiéncia assim como a degradacdo do composto em reator de processo
oxidativo avangado.

« A DQO feita a partir das solugdes provenientes da respirometria apresentou leve

queda em seus valores quando comparado o comego com o final deste ensaio.
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+ Embora a concentragao utilizada para os experimentos desse trabalho nao tenha

se mostrado toxica 0 mesmo nao aconteceu com as solugdes obtidas do reator.
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Recomendacoes

Estudos devem ser realizados utilizando outros processos ou mesmo novas
configuragbes de reatores oxidativos UV/H>O, para modificar a estrutura dessa

molécula, a fim de torna-la biodegradavel.

Avaliacdo de outros processos oxidativos avancados para degradacdo do

composto em estudo e de seus subprodutos.

Avaliar a biodegradacdo desta molécula por fungos, visto que estes foram
contaminantes constantes nas nossas culturas de bactérias.

Método do IBAMA .1.13 tem necessidade de ser reavaliado, pois mostra-se de

dificil reproducéo.
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